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RESUMO

A eritropoietina (EPO) é uma glicoproteina produzida pelo rim e sua
producdo € estimulada por hipoxia. Sua principal funcdo é regular a
eritropoiese, aumentando assim a formacao de eritrocitos maduros a partir das
células progenitoras eritroides na medula 0ssea. A forma sintética da EPO, a
Eritropoietina Recombinante Humana (rhEPO) esta disponivel comercialmente
desde o final da década de 80. Além da sua utilizagdo na clinica médica, ela
passou a ser usada como instrumento de dopagem por atletas desejando
melhorar o rendimento esportivo através da maior producao de eritrécitos o que
permite um melhor transporte de oxigénio. Com o avanco da tecnologia,
passou-se a utilizar a terapia génica como instrumento de dopagem genética.
O gene da EPO € um dos candidatos alvo e acredita-se que ele j& vem sendo
utilizado no meio esportivo. A Agéncia Mundial Anti-dopagem (WADA, do inglés
World Anti-Doping Agency) ja proibe a dopagem genética e estimula pesquisas
que melhorem a deteccdo ndo sé das substancias proibidas, mas também dos
métodos utilizando a terapia génica. Os riscos do aumento da sintese de EPO
no organismo, seja através de injecdes da forma sintética, seja através da
introducdo do gene da EPO no corpo, envolvem sobrecarga cardiovascular. O
objetivo deste trabalho foi realizar uma revisdo sobre o uso da EPO no esporte,
com énfase na dopagem genética. Esse estudo se justifica, pois além dos
perigos para a saude dos atletas, a dopagem com a EPO vai contra o0s

principios competitivos justos éticos.

PALAVRAS-CHAVE: Eritropoietina, eritropoiese, eritropoietina recombinante

humana, esporte, doping, dopagem, terapia génica e doping genético; esporte.
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1. INTRODUCAO

A eritropoietina (EPO) € uma glicoproteina produzida principalmente
pelo rim e sua producdo é estimulada por hipdxia, baixa concentracdo de
oxigénio. Sua funcédo principal é regular a eritropoiese, mas diversos estudos
mostram outras acfes deste hormdnio, que atua também como fator
neuroprotetor, cardioprotetor, entre outros (NASCIMENTO et al., 2013). Devido
sua importancia para o organismo, foi desenvolvido a eritropoietina
recombinante humana (rhEPO).

Seu potencial em estimular a eritropoiese, aumentando assim a
capacidade do organismo em transportar oxigénio (O2) permitindo um melhor
rendimento em exercicios de endurance (JOKL et al.,, 1969; EKBLOM et al.,
1972) fez com que a EPO comecgasse a ser utilizada indevidamente por atletas.
De fato, alguns esportistas procuram métodos ilicitos ou proibidos para
alcancar a vitoria a qualquer preco (SILVA e RUBIO, 2003).

A dopagem € o uso de substancias ou métodos capazes de aumentar
artificialmente o rendimento esportivo indo contra a saude do atleta e contra a
ideia de "jogo limpo" (WADA, 2009). Entre as substéncias proibidas pela
Agéncia Mundial Antidopagem (WADA, do inglés World Anti-Doping Agency)
estdo a EPO. O uso de terapia génica, conjunto de métodos que permite a
insercdo de genes sadios para substituir ou suplementar genes inativos
(LINDEN, 2010) para melhorar o desempenho atlético também esta proibido
por esta agéncia (WADA, 2009). Um dos genes alvo candidato para a dopagem
genética — utilizacdo nao terapéutica de genes para melhora do desempenho
esportivo (WADA, 2003) é o gene da EPO que quando inserido no organismo
permite maior expressao da proteina enddgena.

O aumento artificial da EPO circulante, seja através da administracdo de
rhEPO, seja através de terapia génica, acarreta diversos efeitos colaterais em
decorréncia do grande aumento no numero de eritrécitos (policitemia), todos
culminando na sobrecarga do sistema cardiovascular. Ha diferentes métodos
de deteccdo de dopagem, os diretos, capazes de identificar o uso da rhEPO e
os indiretos, baseados no aumento do hematécrito. A dopagem genética ainda
€ muito dificil de ser identificada pelos exames antidopagem convencionais.

Desta forma, talvez a acdo mais eficiente seja a prevencdo da dopagem
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através da conscientizacdo dos atletas quanto aos seus riscos, além da
questao ética envolvida (MACEDO et al., 2015; ARTIOLI, et al., 2007).

2. OBJETIVOS
2.1 GERAIS

O presente trabalho € uma revisdo de literatura com o objetivo de
discutir o uso da eritropoietina na area esportiva como meio de melhorar o
desempenho, com énfase em seu uso como instrumento para a dopagem
genética. Além disso, visa compreender os riscos desta préatica que transgride

o principio de igualdade entre os atletas.

2.2 ESPECIFICOS

Os objetivos especificos sao:

- Apresentar os beneficios esportivos advindos do uso da EPO exdgena,
assim como 0s riscos para a saude dos atletas;

- Caracterizar a dopagem genética e a terapia génica e 0s possiveis meios
de realizacéo e, principalmente, de deteccao.

- Evidenciar a terapia génica envolvendo o gene responsavel pela producéo
da eritropoietina.

- Descrever 0s riscos associados a manipulacdo génica.

3. METODOLOGIA

Foi realizada uma revisao bibliografica a fim de sintetizar os resultados
dos estudos relacionados a utilizagdo da EPO no esporte, com énfase em seu
uso em dopagens genéticas. A pesquisa foi realizada no 1° semestre de 2019
nas bases de dados Medical Literature Analysis and Retrieval System Online
(MEDLINE), Scientific Electronic Library Online (SCIELO), Google Académico e
o portal de periddicos da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de

Nivel Superior (CAPES). As palavras-chaves utilizadas foram: eritropoietina,



eritropoiese, eritropoietina recombinante humana, esporte, doping, dopagem,
terapia génica e doping genético; esporte.

Os critérios de selecao foram: artigos, trabalhos de conclusdo de curso,
dissertacfes e teses em portugués, espanhol ou inglés portando sobre o tema.
Os resumos selecionados foram lidos para determinar se entrariam ou nao no
trabalho. Os trabalhos selecionados foram em seguida lidos na integra para

escrita da revisao.

4. DESENVOLVIMENTO
4.1. ERITROPOIETINA

Em 1906, Carnot e Deflandre denominaram a hemopoietina, ou
eritropoietina, como um fator de regulacdo da eritropoiese, produzida em
resposta a anemia. Tal ideia, entretanto, ndo foi completamente aceita no meio
cientifico devido a auséncia de comprovacdo experimental. As pesquisas
continuaram e, mais tarde, foi demonstrado que esse fator humoral de
regulacdo da formacédo de células sanguineas vermelhas realmente existia e
estava presente em altos niveis no plasma e na urina do individuo anémico
sendo, ao final, denominado eritropoietina (EPO) (SANTANA, 2017).

A EPO é um horménio peptidico, produzido endogenamente, sintetizada
a partir de um gene situado no braco longo do cromossomo 7 e esta envolvida
na proliferacéo e diferenciagédo dos eritrécitos (também chamados de hemacias
ou glébulos ou células vermelhas) e na manutencao de seus niveis fisiologicos
(PARDOS et al., 1999; ROCHA e BRAIBANTE, 2016; SURIOL, 2018). A EPO é
secretada essencialmente pelas células peritubulares, semelhantes a
fibroblastos, do intersticio do cértex renal (aproximadamente 95%) e também,
em menor quantidade, por células hepaticas (cerca de 5% da quantidade total)
(NASCIMENTO et al.,, 2013). Sua producédo € regulada por um sistema de
retroalimentacdo, onde 0s sensores renais detectam a diminuigcdo de oxigénio
(O2) e, neste caso, secretam a EPO no sangue. Desta forma, a EPO sera
secretada sempre que houver queda de pressao parcial de O2 (como é o0 caso
de pessoas expostas a altas altitudes), diminuicdo da concentracdo de
eritrocitos causada por anemias, hemorragias ou destruicdo excessiva, assim

como o aumento da necessidade de O2 pelos tecidos (por exemplo, em
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situacdo de exercicio intenso) (FUNDACAO OSWALDO CRUZ, 2011) (Figura
1).
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Figura 1. Mecanismo de produgcdo da eritropoietina (MARIEB, 2004). A
diminuicdo do nivel de oxigénio (O2) no sangue é percebida pelo rim e em pequena parte pelo
figado que liberam a EPO na circulagéo. Ela estimula a eritropoiese na medula éssea marrom.
A elevacdo no nimero de eritrécitos (RBC, do inglés red blood cells) permite o aumento do
transporte Oz pelo sangue. Quando este volta aos niveis normais, os rins e figado deixam de
ser estimulados a secretar EPO. Este ciclo é iniciado gracas a diversos estimulos: hipOxia
devido a diminuicdo do namero de eritrocitos, diminuicdo da disponibilidade de O2 no sangue

ou aumento da demanda de O:2 pelos tecidos.

A hipoxia (menor oferta de Oz circulante) do tecido renal leva ao
aumento dos niveis teciduais do fator induzivel por hipéxia-1 (HIF-1, do inglés
hypoxia-inducible factor 1), que serve como fator de transcricdo para um
grande numero de genes induziveis por hipoxia, incluindo o da EPO. O HIF-1
se liga ao elemento de resposta a hipoxia, residente no gene da EPO,
induzindo a transcricdo do RNA mensageiro (MRNA) aumentando, assim, a
sintese da EPO (GUYTON & HALL, p. 440, 2011). As moléculas de EPO
produzidas, carreadas pela corrente sanguinea, sdo conduzidas até a medula

0ssea, onde encontram células progenitoras eritrocitarias, estimulando assim
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sua diferenciacdo em eritrocitos (BENTO et al., 2003; e NASCIMENTO et al.,
2013).

A partir da observacdo de que a EPO e seu receptor (EPOr) estao
presentes em diversas células e orgaos, foi sugerido que suas funcbes véao
além da eritropoiese. Foi mostrado, por exemplo, que a EPO tem acéo
neuroprotetora e cardioprotetora (RICKSEN et al., 2008). A Figura 2 ilustra as
diversas fungdes desempenhadas pela EPO.

Erythropoiesis
Angiogenesis
Neuroprotection Brain development Erythropoiesis
FHE /

J4 |
Renal protection \ / '
@ °

Cardioprotection

Retinal protection Anglogenesis
Wound healing Vascular protection

Figura 2. Funcbes da eritropoietina (ROLFING, 2014). Neuroprotecio;
Eritropoiese, angiogénese e desenvolvimento cerebral; Eritropoiese na medula 6&ssea;
Cardioprote¢do; Angiogénese e protecao vascular; Cicatrizacdo de feridas; Protecdo da retina;
Protecéo renal.

4.2 ERITROPOIESE

Os eritrécitos sédo os elementos figurados sanguineos responsaveis pelo
transporte de O2 no organismo através da ligagdo desta molécula com a
hemoglobina (Hb). O processo pelo qual as células progenitoras

hematopoiéticas produzem eritrécitos € chamado de eritropoiese. Ou seja, a
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eritropoiese consiste na producdo e liberacdo de novas células sanguineas
vermelhas pela medula éssea com o intuito de repor os eritrocitos perdidas,
uma vez que sua vida util é consideravelmente curta, de aproximadamente 120
dias (CRIVELLENTI, 2014; MACEDO et al., 2015).

A eritropoiese se inicia na medula 6ssea a partir de um unico tipo de
célula denominado como célula-tronco hematopoiética pluripotente, da qual
derivam todos os elementos figurados do sangue. Por agédo de citocinas,
horménios e fatores de transcricdo ocorre a maturacdo e diferenciacdo da
célula inicial (GUYTON & HALL, 2015; PUGLIESE E PINCINATO, 2012).

A maioria das células-tronco que se multiplicou se diferencia formando
outras células (somente uma pequena parte permanece como célula
pluripotente). As células em estagio intermediario, por jA estarem
comprometidas com uma linhagem particular de células, recebem o nome de
células-tronco comprometidas. Essas, quando crescem, produzem colonias de
tipos especificos de elementos figurados sanguineos (GUYTON & HALL,
2015).

Essas células progenitoras sofrem acdo de diversos fatores de
crescimento. Um deles é a Interleucina 3 (IL-3), que promove o crescimento e a
reproducdo celular, mas nédo a diferenciacdo, de quase todos os tipos de
células-tronco comprometidas. Desta forma, ha também a acéo de indutores de
diferenciacéo, como a EPO (GUYTON & HALL, 2015, p. 438). A Figura 3 ilustra
a formacdo dos elementos figurados a partir da célula-tronco hematopoiética

pluripotente na medula éssea.
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Figura 3. Formagéo de diferentes elementos figurados sanguineos a partir da célula-
tronco pluripotente na medula 6ssea (GUYTON & HALL, 2015).

PSHC: Célula-tronco hematopoiética pluripotente; CFU-S: Unidade formadora de colbnia —
baco; LSC: Célula-tronco linfoide; CFU-B: Unidade formadora de coldnia — blastos; CFU-E:
Unidade formadora de coldnia — eritrécitos; CFU-GM: Unidade formadora de coldnia —

granulécitos e mondcitos; CFU-M: Unidade formadora de col6nia - megacariécitos.

A primeira célula formada a partir das células pluripotentes é a unidade
formadora de colbnias de granuldcitos, eritrécitos, megacariécitos e
macréfagos (CFU-GEMM). A partir dai, forma-se a primeira célula da linhagem
eritréide, a unidade formadora de “explos&o” eritrocitaria (BFU-E, do inglés
busrt-forming unit - erythroid). Essa necessita da acdo da IL-3, fator estimulante
de colbénias de macréfagos e granulécitos. Origina-se entdo, a unidade
formadora de colénia (CFU-E, do inglés colony forming unit — erythroid)
dependente de EPO para proliferacdo e diferenciagdo. Em seguida, origina-se
a primeira célula da série vermelha na medula Ossea, o proeritroblasto
(PERTB), ainda nucleado (DA SILVA et al.,, 2016). O PERTB se divide e da
origem ao eritroblasto policromatéfilo (ERTBP), que se divide formando o
eritroblasto ortocroméatico (ERTBO). Esse, por sua vez, ndo se divide, mas sim
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sofre um processo de maturacdo para a fase de reticulécito, glébulo vermelho
imaturo que sera liberado na circulagdo. Apds 24h a 48h no sangue o
reticulocito ira se diferenciar em eritrocito, célula final do processo da
eritropoiese (DA SILVA et al., 2016).

Desta forma, o principal efeito da EPO € estimular a producdo de
proeritroblastos a partir das células-tronco hematopoiéticas na medula 6ssea.
Uma vez formados os proeritroblastos, a EPO também estimula a diferencia¢éo
mais rapida dessas células pelos diferentes estagios eritroblasticos, em relacao
ao processo normal, acelerando assim a producédo de eritrocitos (GUYTON &
HALL, 2011).

O efeito biologico da EPO em células hematopoiéticas € mediado pela
ligacdo da mesma aos seus receptores especificos na superficie das células
(EPOr). A ligacdo aos receptores transmembrana resulta na dimerizacdo do
EPOr e ativacdo de diferentes cascatas de reacao intracelular (OLIVEIRA
JUNIOR et al., 2015).

4.3 ERITROPOIETINA RECOMBINANTE HUMANA

Algumas doencas ou condi¢cdes especificas, como por exemplo a
insuficiéncia renal cronica, acarretam na producédo insuficiente de EPO e, com
isso, se faz necessaria a reposicéo desta glicoproteina. Desta forma, surgiu a
eritropoietina recombinante humana (rhEPO), que rapidamente passou a ser
utiizada de forma inadequada por alguns atletas, ferindo assim a ética
esportiva (SOARES, 2018).

A partir da extracdo e purificacdo da urina de pacientes com anemia
aplasica e com o auxilio da tecnologia do DNA recombinante, foi possivel isolar
a regido do DNA humano responséavel pela codificagdo da EPO, criando uma
cOpia molde complementar a essa (cDNA), permitindo, assim, a criacdo da
rhEPO (ALBUQUERQUE, 2009; SILVA, 2016; NASCIMENTO et al., 2013).

Em 1985 se iniciou a comercializacdo da rhEPO. Atualmente, ha
diversos fabricantes da rhEPO, cuja molécula é praticamente idéntica a EPO
endodgena, sendo diferenciada apenas pelas estruturas polissacarideas

presentes nas diversas isoformas (SILVA, 2016). A producéo é principalmente
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feita a partir de células de ovario de hamster chinés permitindo a obtencéo de
rhEPO alfa e beta que possuem efeitos fisiologicos idénticos & EPO humana
enddgena. Pesquisas ainda séo realizadas com o objetivo de aumentar a meia-
vida da rhEPO e assim melhorar seus efeitos fisiol6gicos (NASCIMENTO et al.,
2013). Na realidade, substancias que estimulam a eritropoiese vem sendo
desenvolvidas desde a aprovacgao da primeira rhEPO (REICHEL, 2011).

O uso terapéutico inicial da rhEPO foi no tratamento de anemias,
permitindo melhora na qualidade de vida e aumento na sobrevida dos
pacientes, decrescendo a sensacao de fadiga. A utilizacdo médica da rhEPO
se estendeu, sendo usada no tratamento de outras doencas. A rhEPO melhora
o sistema imune e tem fun¢des neuroprotetoras, uma vez que seus receptores
também estdo presentes no sistema nervoso central (NASCIMENTO et al.,
2013).

4.4 DOPAGEM NO ESPORTE

A utilizacdo de substancias quimicas para o aprimoramento do
desempenho em diversas areas data de muitos anos antes de Cristo. Por volta
de 800 a.C. na Grécia antiga, o esporte passou a ser valorizado, se tornando
um costume cultural e religioso. Nessa época, os atletas tinham um grande
reconhecimento social, sendo até mesmo considerados como semideuses
devido as suas habilidades atléticas. Buscava-se a melhora do desempenho
esportivo através de dietas especiais onde se incluia, além de frutas, queijos e
carnes, também alguns fungos com propriedades alucinbgenas (MARTINO,
2017).

Ainda na antiguidade, os romanos faziam o uso de substancias quimicas
para melhorar o desempenho ndo s6 do homem, mas também de cavalos de
corridas. Os gladiadores eram dopados com mistura de estimulantes e alcool
com o propoésito de retardar a fadiga e tornar as lutas mais longas e violentas
para agradar ao publico (MARTINO, 2017). Entretanto, somente em 1865 foi
documentado o primeiro caso de dopagem no esporte, quando nadadores
holandeses usaram estimulantes para aprimorar a performance
(ALBUQUERQUE, 2009).
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A dopagem no esporte € um tema complexo que ndo se restringe
apenas a presenca de uma substancia proibida nas andlises de um atleta.
Atualmente, a definicdo de dopagem é mais ampla do que o simples aumento
ilicito do rendimento do atleta. A dopagem é considerada o conjunto de
procedimentos que implicam o uso ou tentativa de uso de uma substancia ou
método proibido, a recusa da colheita de uma amostra apés ser notificado para
a mesma, 0 ndo comparecimento nos testes, a interferéncia em alguma etapa
do processo de controle antidopagem ou o envolvimento no trafico de
substancia ou método proibido (SOARES, 2018; WADA, 2018).

A Agéncia Mundial Antidopagem (WADA, do inglés World Anti-Doping
Agency) define dopagem como o uso de substancias ou métodos capazes de
aumentar artificialmente o desempenho esportivo e que estejam listados por
ela e pelo Comité Olimpico Internacional (COI). Estes podem ser
potencialmente prejudiciais a salde do atleta ou de seus adversarios ou ainda,
contrarios ao espirito esportivo (SILVA, MARCELINO, GONZALEZ, 2013).

Em 1967, o COI instituiu uma comissdo médica para efetuar o controle
antidopagem. Isso aconteceu pela primeira vez nos Jogos de Inverno de
Grenoble (Franca) em 1968. Naquela época, a tecnologia disponivel permitia
apenas a identificacdo de alguns estimulantes e narcéticos. Somente nas
Olimpiadas de Montreal, em 1976, foi possivel realizar testes para detectar o
uso de anabolizantes (ASSUNCAO e SANTOS, 2012).

Em 2003, foi assinada a Declaragdo de Copenhague aprovando o
Cddigo Mundial Antidoping que tem como objetivo unificar as politicas de
controle antidopagem a nivel nacional e internacional. Ela passou a vigorar a
partir de 1° de janeiro de 2004. Tal cédigo define a dopagem como a
possibilidade de aumentar artificialmente o desempenho, contrariando a saude
do atleta ou ser antagbnico aos principios do jogo limpo, que séao nele
definidos. Quando duas dessas trés situacbes ocorrem, tem-se entdo a
dopagem (DE ROSE et al., 2004).

Diversas substancias de uso terapéutico sdo usadas pelos atletas para
obterem ganhos no seu rendimento desportivo. A WADA classifica as

substancias em trés categorias:
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1. Substancias sempre proibidas:

a. Substancias ndo aprovadas: estdo sempre proibidos os farmacos
nao incluidos em nenhuma das categorias adiante e sem aprovacgao
vigente por autoridades governamentais regulatérias de saude para
uso terapéutico em humanos;

b. Agentes anabolizantes: entre eles os esteroides anabolizantes
androgénicos (EAA) e seus metabdlitos;

c. Hormobnios peptidicos e fatores de crescimento: nesta categoria
estdo incluidos a EPO e os demais agentes que interferem no
processo de eritropoiese, assim também como o hormoénio
luteinizante e o hormonio do crescimento;

d. Agonistas Beta-2

e. Moduladores hormonais e metabdlicos e

f. Diuréticos e agentes mascarantes.

2. Substancias proibidas durante a competicao:

a. Estimulantes;

b. Narcaéticos;

c. Canabindides e

d. Glicocorticoides.

3. Substancias proibidas em alguns esportes:

a. Betabloqueadores: durante a competicdo estao proibidos em alguns
esportes, como por exemplo o automobilismo, esportes subaquéticos
quando h& casos de apneia, esportes de acrobacia na neve e agua,
de tiros, entre outros.

Além das substancias citadas, a WADA proibe também, a qualquer

momento, alguns métodos de dopagem:

1. Manipulacdo de sangue e seus componentes: como a dopagem sanguinea
por administracéo ou reintroducao de qualquer quantidade de sangue;

2. Manipulacdo quimica ou fisica: como casos de adicdo de proteases com o
intuito de alterar o resultado do exame de antidopagem,;

3. Manipulagdo genética e de células: como o uso de polimeros de &cidos
nucléicos ou analogos, uso de agentes de alteracdo genética para que se
altere as sequencias gendmicas e a regulacdo transcricional da expressao

genética e o uso de células normais ou geneticamente modificadas.
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A Figura 4 apresenta as substancias mais encontradas nos testes antidopagem

realizados pela WADA.

0S TIPOS MAIS COMUNS
Substancias mais
encontradas nos exames

Agentes anabdlicos 1479
Estimulantes 474
Diuréticos e 389
mascaradores

Glicocorticoides 252

Moduladores hormo-
nais e metabdlicos 145
EM %

Agonistas de beta-2 122 48 Agentes anabdlicos

4]

Horménios peptidicos

fatores de crescimento | 21 ) L/ 15 Estimulantes
Canabinoides 73 13 Diuréticos e
Narcoticos 26 mascaradores
Betablogueadores 25

. e 8
Ma’mpulagao fisica e 3 *.. Glicocorticoides

uimica .

q, ! 5 Moduladores
Alcool 0 11 Outros  hormonais e
Doping sanguineo 0 metabdlicos
(transfusdo) Fonte: Wada (2014)

Figura 4. Substancias mais encontradas pela Agéncia Mundial Anti-Dopagem nos
exames de atletas (WADA, 2014).

Como observado na Figura 4, os estimulantes sdo a sétima classe de
substancias mais utilizadas como dopagem. Apesar de serem proibidos séo
bastante utilizados com o intuito de diminuir fadiga, aumentar a energia e a
concentragdo, permitindo assim a obtencdo de um melhor rendimento. Entre
eles, encontram-se a rhEPO (SOARES, 2018).

4.4.1 ERITROPOIETINA E DOPAGEM NO ESPORTE

Jokl et al. (1969) mostraram, a partir de observacbes realizadas nos

jogos olimpicos de 1968 na Cidade do México, que a capacidade de transporte
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de O2 dos musculos era um dos fatores limitantes para o bom rendimento em
exercicios aerobicos de longa duracdo (JOKL et al.,, 1969). De fato, em
atividades de longa duracdo o O2 é fundamental para a producdo de energia
para a manutencdo da contracdo muscular. Quando a quantidade de Oz néo €
suficiente para a geracdo de energia, a producdo de lactato aumenta,
colaborando para a fadiga muscular (MARCONDES et al., 2017).

Desta forma, pelo fato de aumentar os niveis de eritr6citos no sangue,
melhorando assim, o transporte de O2, a EPO passou a ser muito utilizada por
atletas com o objetivo de melhorar o desempenho esportivo. Inicialmente, o
método mais usado com base nas propriedades hematopoiéticas da EPO foi a
transfusdo sanguinea, considerada como dopagem a partir de 1985. De acordo
com o COl, essa técnica consiste na administracdo de sangue ou de produtos
sanguineos que contenham eritrocitos a um atleta, por razdes outras que néo
um tratamento médico justificado. Com essa infusdo endovenosa de sangue,
h&4 a inducdo eritrocitaria e 0 consequente aumento da capacidade de
transporte de O2 (PARDOS et al., 1999).

A transfusdo sanguinea pode ser autdloga, quando o atleta recebe uma
bolsa com seu préprio sangue anteriormente coletado (autotransfusdo) ou
homéloga, quando o atleta recebe sangue de outras pessoas com
compatibilidade sanguinea (SANTANA, 2017). As eritrocitos congeladas séo
reconstituidas com solucao salina e transferidas entre um e sete dias antes da
competicdo (PARDOS et al., 1999). No caso da transfusédo autdloga existe o
aumento do hematdcrito (Ht) por dois mecanismos. Primeiramente devido a
retirada de um certo volume de sangue, estimulando a sintese natural de EPO
e a consequente producao de novos eritrocitos. Em seguida, o Ht € novamente
elevado com a infusdo de eritrdcitos previamente armazenados (SAWKA et al.,
1996).

A dopagem sanguinea realizada por transfusdo de sangue exige
metodologias avancadas, pois € um método invasivo e que necessita a correta
conservagao do sangue podendo ser acompanhada de efeitos adversos
(SALAMIN et al., 2017). Em transfusdes homaologas pode ocorrer contaminagéo
por hepatite B e C e pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), além de
outros riscos caso haja incompatibilidade de tipo sanguineo. Ja nas transfusées

autdlogas os riscos estao principalmente relacionados a erros de etiquetagem e

20


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sawka%20MN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8926864

mau manuseio dos derivados sanguineos, havendo perigo também de
infeccbes bacterianas (SAWKA et al., 1996).

Outro recurso para o estimulo da producdo de EPO enddgena é a
realizacdo do treinamento em altitude ou a utilizacdo de camara hipobarica que
simula a condicdo de alta altitude. Esta pode ser ajustada em funcédo do grau
de hipoxia que se deseja criar. Com isso, o individuo exposto a camara fica
submetido a uma hipdxia tissular gerando maior sintese de EPO, com
consequente alteracdo dos valores de Ht (CRUZ, 2006) e os beneficios
decorrentes.

Atualmente, a alteracdo da composicdo sanguinea por atletas €
principalmente realizada através da utilizagdo da rhEPO, que é clinicamente
indistinguivel da enddgena e pode ser administrada por via intravenosa e
subcutanea para obtencdo dos resultados ja descritos: aumento nos niveis de
Hb e Ht, melhorando assim a capacidade do sangue em transportar Oz aos
musculos ativos, permitindo o aumento no rendimento esportivo (ARTIOLI,
2007) e, em consequéncia, vantagem em relacdo a outros atletas. Isso é
particularmente interessante para 0s exercicios aerébicos, como o ciclismo,
esqui de fundo, corridas de longa distancia, entre outros (BENTO et al., 2003).

Além de suas propriedades hemodinamicas, estudos indicam que a EPO
pode participar no desenvolvimento e regeneracdo dos musculos estriados
esqueléticos (OGILVIE et al., 2000; ROTTER et al., 2008). Rotter et al. (2008)
mostraram que a EPO melhora a recuperacdo muscular e a capacidade de
contracdo apods lesdo, agindo na proliferacdo celular e microcirculagédo
(ROTTER et al., 2008). Por outro lado, Hagstrom et al. (2010) demonstraram
gue a EPO néo é fundamental para o desenvolvimento muscular e que ela ndo
modifica a adaptacdo dos mdusculos estriados esqueléticos a hipoxia
(HAGSTROM et al., 2010).

Como a EPO eleva a concentracdo de eritrocitos, a viscosidade do
sangue aumenta e, com isso, ocorre elevagcdo da pressdo arterial,
sobrecarregando o coracdo, podendo também ocorrer trombos. Seu uso a
longo prazo pode desencadear doencas cardiacas e aplasia das células
vermelhas (PARDOS et al.,, 1999; SURIOL, 2018). Ademais, ha estudos que
demonstram uma relagdo do uso de rhEPO com o desencadeamento de
células tumorais (SURIOL, 2018).
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Desde o inicio da utilizacdo de rhEPO como dopagem, a WADA e o COI
procuram a melhor forma de deteccao em atletas. As semelhancas na estrutura
molecular e no metabolismo da EPO e sua forma recombinante facilita seu uso
por parte de alguns atletas. Em 2000, Lasne e Ceaurriz propuseram um modelo
de deteccdo de multiplos estagios, definido como o padréo-ouro que detecta na
urina baixas concentraces de rhEPO. Diferengas nos pontos isoelétricos entre
a molécula natural e a recombinante permitiram atribuir a EPO excretada sua
origem (COSTA e SILVA JUNIOR, 2011).

4.5 TERAPIA GENICA E A DOPAGEM GENETICA

A terapia génica pode ser definida como o conjunto de métodos
permitindo a insercdo de genes sadios em um organismo para substituir,
manipular ou suplementar genes n&o funcionais ou inativos. Para isso é
utilizado técnicas de DNA recombinante (LINDEN, 2010). Ou seja, a terapia
génica consiste na introducdo de genes responsaveis por produtos terapéuticos
(genes normais) ou de células geneticamente modificadas com a finalidade de
bloquear a atividade de genes prejudiciais, ativar mecanismos de defesa
imunologica ou ainda produzir moléculas de interesse terapéutico (RAMIREZ e
RIBEIRO, 2005). A insercdo dos genes pode ser realizada através da
transferéncia in vivo ou ex vivo. No caso da primeira, sequéncias de &cidos
nucléicos sao injetadas diretamente no muasculo ou na medula 6ssea. Na
transferéncia ex vivo, 0s genes séao transferidos a vetores e posteriormente sao
introduzidos no individuo (MENCK E VENTURA, 2007).

Somente em 2003 a WADA passou a definir a dopagem genética como
sendo a utilizacdo néo terapéutica de genes, elementos genéticos e/ou células
com capacidade de melhorar o desempenho esportivo (WADA, 2016). Tal
procedimento tem como objetivo aumentar ou reduzir a expressdo de uma ou
mais proteinas, visando aumentar o desempenho atlético. Também pode ser
utilizado em lesbGes do aparelho locomotor, visando acelerar a recuperacao do
tecido muscular esquelético, tendinoso, 6sseo e cartilaginoso (BUENO JUNIOR
e PEREIRA, 2010).

22



Por apresentar um estado pos-mitotico das células, garantindo um maior
periodo de expressdo dos genes exdgenos, a musculatura esquelética é um
excelente alvo para a terapia génica e dopagem genética. O tecido muscular é
de facil acesso e muito vascularizado, com isso, um gene ao ser modificado ou
inserido, produz resultados diretos ou indiretos na performance fisica (DIAS,
2011).

Os principais genes alvo da dopagem genética sdo aqueles que
proporcionam o aumento da captacdo de Oz com otimizacdo do metabolismo
energético e, em consequéncia, o rapido ganho de massa magra. Os possiveis
alvo sé@o os genes do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1,
do inglés Insulin-like growth factor-1, cromossomo 12g22-g23), do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF, do inglés vascular endothelial growth
factor, cromossomo 6pl2), de bloqueadores de miostatina (GDF-8, do inglés
growth differentiation factor 8, cromossomo 2g32.2) e do horménio de
crescimento (GH, do inglés, growth factor, cromossomo 17g24.2) e da EPO
(cromossomo 7922) (QUEIROZ e ALVES, 2012)

O fator de crescimento semelhante a insulina € um fator de crescimento
peptidico que tem atividade relacionada ao metabolismo, proliferacéo,
crescimento e diferenciacdo celular. E produzido na maioria dos 6rgéos e dos
tecidos do organismo, sempre que preciso, jA que ndo ha armazenamento.
Alguns estudos mostraram que a super expressao de IGF-1 pode potencializar
as respostas musculares a treinamentos fisicos, em especial ao treinamento de
forca, além de ja ter sido demonstrado que altas concentracfes estdo
relacionadas também com o aumento da lubrificacdo das articulacdes. Com
isso acredita-se que o0 mesmo pode ser utilizado tanto para o desempenho
esportivo, como para o tratamento de doencas musculares graves, devido as
alteracbes genéticas que reduzem a producdo de distrofina, proteina de
membrana relacionada a diversas doencas que faz conexdo com o
citoesqueleto de actina e a membrana celular, protegendo as fibras musculares
de lesbes causadas pela forca que elas empregam durante 0os movimentos
(PORTO e PORTO, 2011; MARTINELLI JUNIOR et al., 2008). Contudo, foi
demonstrado também que altas concentracbes desse podem acarretar em
efeitos colaterais como hipertrofia miocardica e carcinogénese (BUENO
JUNIOR E PEREIRA, 2010).
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O VEGF pode ser usado para ajudar no crescimento de novos vasos
sanguineos. E se usado por atletas, pode haver a melhora na produgdo dos
vasos sanguineos, resultando em uma excelente fonte de O2 para os tecidos,
principalmente coracéo, musculos e pulmdes (QUEIROZ e ALVES, 2012).

A miostatina atua como regulador negativo e evita 0 crescimento
descontrolado do musculo esquelético. Sabendo disso, a dopagem genética
visa aumentar a producao dos bloqueadores dessa miostatina, o que leva a um
aumento da massa muscular. Entretanto, esse aumento pode acarretar em
uma sobrecarga nos tenddes, e esse rapido aumento da massa magra pode
promover patologias como por exemplo ataques cardiacos (QUEIROZ E
ALVES, 2012).

Apesar de ndo haver métodos de terapia génica aprovados clinicamente
com o gene da EPO, ele é considerado um dos principais genes alvo para a
dopagem genética (REICHEL, 2011). A transfeccdo do gene da EPO no
musculo estriado esquelético exerce um efeito indireto sobre a performance do
atleta. Nesse caso o0 maquinario das células musculares é utilizado apenas
para a transcricdo do gene e traducdo da proteina EPO, aumentando assim
sua sintese (DIAS, 2011).

Embora a terapia génica tenha surgido com objetivos terapéuticos, ela
vem cada vez mais sendo usada como instrumento de dopagem visando o
aumento do desempenho nos esportes de alto rendimento a qualquer custo.
Desta forma, os métodos seguros muitas vezes ficam em segundo plano
(DIAS, 2011).

4.6 METODOS DE DETECCAO DA DOPAGEM GENETICA COM
ERITROPOIETINA

Pesquisas realizadas com modelos animais conseguiram transferir uma
copia adicional do gene da EPO, sugerindo que esse tipo de dopagem €, de
fato, possivel (ARTIOLI et al., 2007). Na realidade, os métodos de terapia
génica da EPO estdo sendo desenvolvidos ha varios anos, entretanto, nenhum

deles esta clinicamente aprovado, mas acredita-se que varios atletas estéo
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fazendo uso (REICHEL, 2011) apesar dos perigos decorrentes. E possivel que
super expressao da EPO tenha efeitos prejudiciais importantes em pessoas
saudaveis. Foi observado anemia grave em alguns animais devido ao
aparecimento de resposta autoimune apOs transferéncia do gene extra
(ARTIOLI et al., 2007).

Acredita-se que o Repoxygen, método de terapia genética que utiliza um
vetor carregado com o gene da EPO e controlado por elemento responsivo a
hipoxia, em desenvolvimento pela Oxford BioMedica ha varios anos (REICHEL,
2011), esteja sendo usado com a finalidade de aumentar o desempenho fisico
em atletas. Foi sugerido a existéncia de comércio ndo autorizado para
circulagdo do método no meio esportivo. Estudos vem sendo realizados
visando a deteccdo da dopagem com o gene da EPO. No entanto, henhum
teste foi implementado pela WADA, o que resulta na falta de evidéncias caso
este doping genético esteja realmente sendo utilizado (DIAS, 2011).

Tradicionalmente, o protocolo seguido pela WADA para deteccao direta
das substancias proibidas € a coleta de duas amostras de cada atleta que séo
identificadas com codigo para preservar a identidade do esportista e
encaminhadas ao laboratério. Uma das amostras é analisada e a outra
armazenada. Se o resultado da primeira amostra for positivo, o atleta pode
pedir uma contraprova (SANTANA, 2017).

Como o tempo em que certas substancias permanecem detectaveis no
organismo (meia-vida) € muito curto e como algumas substancias proibidas séao
semelhantes as enddgenas, a deteccdo direta costuma ser dificil. Esse € o
caso das transfusfes autdlogas. Para tais situacdes, sao utilizados métodos
indiretos de deteccdo. Estes podem ser realizados através de biomarcadores
especificos que vao procurar alteragcdes nas moléculas alvo indicando pratica
de dopagem (SOARES, 2018).

A dopagem genética nao é facil de ser detectada. N&o ha testes eficazes
que comprovem sua utilizagcdo, uma vez que as proteinas produzidas pela
transferéncia de genes sao, teoricamente, indistinguiveis das endogenas e, em
muitos casos, 0S genes e seus produtos permanecem dentro de um tecido
(como no musculo) tornando sua identificacdo complexa a partir do sangue e
da urina (MAZZEO E VOLPE, 2016). O desenvolvimento de técnicas para a

deteccdo desse tipo de dopagem envolve muitos critérios éticos e econémicos.
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Muitas vezes as técnicas sao invasivas, como por exemplo, a realizacdo de
biopsia (MAZZEO E VOLPE, 2016). O trabalho de Reichel (2011) apresenta 0s
testes mais recentes para o reconhecimento da dopagem com EPO.

Com o desenvolvimento cientifico foram propostas alternativas a biopsia,
como por exemplo o uso de um microchip capaz de monitorar milhares de
genes; o monitoramento da impressao digital da proteina, onde qualquer
alteracao em tal informacéao pode indicar dopagem (MAZZEO E VOLPE, 2016);
0 uso da espectrometria de massa e até a deteccdo direta do transgene em
amostra sanguinea (REICHEL, 2011).

Outro método utilizado para a deteccao da dopagem genética e a reagéo
em cadeia pela polimerase (PCR) e suas variagcbes. A PCR permite a
amplificacdo de acidos nucléicos alvo a partir de amostras com quantidades
muito pequenas deste material (MCARDLE et al., 2016). Para a realizacao da
técnica é necesséario um par de iniciadores que irdo se ligar a regido do gene
que se deseja amplificar. Gracas a acdo de polimerases (enzimas que
catalisam a sintese de novos filamentos de DNA a partir de uma fita molde)
bases séo adicionadas, formando a nova fita (GRIFFITHS et al., 2008). A PCR
permite a deteccao acidos nucléicos (DNA ou RNA) incorporados aos vetores
virais utilizados na dopagem génica (BUENO JUNIOR e PEREIRA, 2010).

A eletroforese em gel é utilizada de maneira complementar a PCR
convencional. Esta técnica separa moléculas de DNA em funcdo do seu
tamanho durante a aplicacdo de um campo elétrico. As moléculas menores
migram mais rapidamente possibilitando a separacdo por tamanho ou peso
molecular (MAGALHAES et al., 2005).

Um método de deteccdo indireto que a WADA tem utilizado é o
Programa do Passaporte Biol6gico que tem como objetivo tracar um peffil
hematoldgico do atleta e suas variacbes. Por exemplo, evidéncias de utilizacao
de EPO podem ser encontradas em exame sanguineo. Assim, se um
hemograma for feito repetidamente (pelo menos quatro vezes) durante um ano,
os resultados indicardo se determinado atleta utiliza a EPO. Sinais de utilizac&o
de certas substancias podem ser verificados desta forma (SILVEIRA E RIGO,
2015).
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4.7 RISCOS DA DOPAGEM GENETICA COM ERITROPOIETINA

Os laboratérios de biologia molecular e genética realizam estudos
clinicos utilizando a terapia génica com rigor para minimizar 0S riSCOS
relacionados a manipulacdo de genes. Sua utilizacdo em seres humanos
requer aprovacdo e controle de o6rgdos regulamentadores de maneira a
diminuir os riscos de morte e o desenvolvimento de doencgas associadas aos
vetores e ao gene exdgeno (DIAS, 2011).

O problema da dopagem genética é que esta ndo € regulamentada,
aumentando o0s perigos com sua utilizacdo. Eventualmente pode haver
recuperacdo da carga viral e de suas habilidades de infeccdo (quando usado
vetores virais). O sistema imunoldgico pode considerar o vetor como um
agressor ao organismo provocando uma estimulacdo excessiva da resposta do
organismo ao mesmo. Além disso, devem ser considerados também os riscos
que podem ser causados ndo soO pelo vetor, mas também pelo gene inserido
que pode ser super expresso (CARDOSO, 2018). No caso da EPO, o excesso
pode comprometer o sistema cardiovascular.

A EPO origina diversos problemas de saude quando utilizada por
individuos saudaveis. A alta concentracao de eritrocitos aumenta a viscosidade
do sangue sobrecarregando o corag¢do, podendo ocasionar tromboses e
aplasia eritréide (PARDOS et al., 1999; SURIOL, 2018).

Estudos tém demonstrado que a EPO é um fator de risco cancerigeno.
O receptor humano existente para a producdo de eritrécitos também se
encontra em células cancerigenas. Sendo assim, quanto maior a quantidade de
EPO produzida, maior serd a producdo de eritrécitos, entretanto, se houver
células neoplasicas, as mesmas evoluirdo rapidamente (SANTANA, 2017;
CARDOSO, 2018).

Apesar dos beneficios da terapia génica, seu uso como dopagem ja é
reconhecido e proibido pela WADA, pois além de colocar em risco a saude do
atleta, vai contra os principios de igualdade entre os competidores. Para
minimizar os riscos associados ao aumento da producao da EPO é necessaria
tecnologia apropriada para a deteccdo ndo s6 do uso de seus analogos

recombinantes, mas também da dopagem genética.
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5. CONCLUSAO

Com base no trabalho apresentado, podemos observar que a EPO vem
sendo muito estudado desde a descoberta do seu uso para a melhora da
performance esportiva. Acredita-se que a terapia génica ja vem sendo utilizada
por atletas de alta performance para potencializar seu desempenho. Este
assunto merece ser discutido e pesquisado principalmente pela dificuldade de
deteccdo da dopagem genética pelos testes convencionais. Por essa razao, a
WADA estimula e apoia estudos focados no desenvolvimento de novos
métodos de deteccdo de dopagem genética (ORTOLANI, 2012). Espera-se que
em breve haja uma técnica padrao-ouro antidopagem permitindo a puni¢éo dos

atletas implicados.
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